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Lipoprotein(a) Olgiimlerinin Standardizasyonu
Standardization of Lipoprotein(a) Determinations
Onder $IRIKCT*
OZET apo(a) result in 35 different Lp(a) isoforms ranging bet-

Lp{a), ateroskleroz ve kalp damar hastahklan ile ilig-
kisi nedeni ile aragtinian ve dlgiilmesi gandemde olan bir
lipoproteindir. Diger lipoproteinlerden farkh olarak ya-
pisindaki apo B'ye bagh bir apodal igerir. Plazminojene ileri
derecede homoloji gésteren apola)min Gzerinde bulunan
kringle 4 ekrarlan nedeni ile Lp{a)'mn afirhklan 230-830
kDa arasinda defisen 35 izoformu bulunur. Gegtigimiz
yillarda RID, RIA, ELISA, wrbidimetnk ve nefelometrik
pek cok yontem Lpa) 8letimiinde kullamlagelmistir, Lpla)
dlgiimlerinin dogrulufu ve farkle yontemierle elde edilen
sonuglann kargilusimlabilir olabilmesi igin stz konusu
yintemin duyarliligy, dofrolufu ve kesinlifd yamsira, kul-
lumlan antikorun OegdllOfil ve imminokimyasal Ozel-
liklen, yintemin kalibrasyonu ve sonuglann hangi hirimle
ifade edilecefi de standardize edilmelidir.

Anuahtar kelimeler: Lipoproteinfa), apola)

ABSTRACT

Lpta} is a lipoprotein which it subject o &n increasing
amount of rescarch and determination of blood levels be-
canse of its relation with atherosclerosis and cordiovascular
disease. Unlike other lipoproteins, it contains an apo(a)
bound to ape B, which shows & high degree of homology to
plasminogen. The varying number of kringle 4 repeats on

ween 280-830 kDa. In the recent years, assays based an
RID, RIA, ELISA, wrbidimetry, and nephelomelry have
been utilized in Lpla) determination. In order to obtain ag-
curate data, and 10 be able to compare different results ob-
tained with different assays, -in addition w the sensitivity,
accuracy and precision of the assay- the specificily and the
immunochemical properties of the antibodies used, the ca-
likration of the assay and the unit with which the results will
b expressed should also be standardized,
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GIRIS

Lipoprotein{a), (Lp{a)}( yapica ve lipid igerifi
olarak dilglik dansiteli lipoprotein'e (LDL) ¢ok ben-
zeyen aterojenik bir lipoproteindir, Yapilan klinik
saligmalarda yiksek Lp(a) dizeylerinin mivekard
infarktiisii ve koroner arter hastaligs icin bagimsiz bir
risk faktdrd oldugu ileri striilmiistir. Lp(a) diizeyler,
tolal kolesterol, trigliseridler, HDL-kolesterol gibi
diger risk faktorleri ile korelasyon gistermemekiedir,
Serum Lp(a) dizeyleri genetik olarak belirlenir;
divet, yagam tarzi defisiklikleri ve standart lipid di-
giirich tedavilerden etkilenmez. Bireyler arasinda
100 kattan fazla fark olan genig bir dagilim gisteren
Lp{a) diizeyleri degigik toplumlarda biiyiik Ffark-
hiliklar gosterir(1,2). Bu dzellikleri nedeni ile kes-
fedildigi 1963 yilindan beri Lp(a)'nin yapisi ve me-
tabolizmas ile ilgili galigmalar hiz kazanmug ve ki-
gilerin kalp ve damar hastalif: riskinin bir gostergesi
olarak klinik laboratuvarlarda &lgiilmesi giindeme
gelmigtir. Ancak bir bagka molekiilde daha rast-
lamadigimz kendine oegi Grellikleri olan bu li-
poproteinin Glgulmesinde, yontemlerin kuvvetli ve
zayif yinlerinden bagka, molekiillin yamsal tzcl-
liklerinden kaynaklanan zorluklar bulundugu an-
lugitmagtie. Lp(a) dlgtimiinde  kullamlacak yon-
temlerin apola)'da gérilen ileri derecedeki bayut he-
terojenilesi. plazminojene olan yapsal homoloji ve
apo B-100 ile kompleks yapiyor olmasi gibi sorunlan
asmasi gerekir.

YAPISAL OZELLIKLER

Lp{a), LDL gibi lipidden zengin bir merkez, bir
apolipoprotein B-100 ve apo B've disiilfid baglan ile
kowvalan olarak bagh bir apolipoproteinfa) (apoia)
igerir. Bu apo(a) proteini Lp{a)yr difer tim i
poproteinlerden  farklh  kalar, Protein  kitlesinin
(%30unu olugturan karbohidral iceriginin yamisira,
apo(a) proleini oldukga fazla yapi ve boyul po-
limorfizmi de gosterir. Apo(a), plazminojene viiksek
oranda yapisal homoloji gésterir(3). Plazminojen hir
aktif serin proteaz bilgesi ve birden bese kadar nu-
maralandirilan bes adet 'Kringle' yapisindan birer
kopya igerir. Kringle, polipeptid zincirinde iig disiilfid

bagi ile stabilize edilmig katlanmalar gésteren va-
pilara verilen isimdir. Apola) Gzerinde ise hir inakuf
serin proteaz bilgesi ve 11 defisik tp kringle bu-
lunur. Bunlardan sonuncusu, plazminojendeki kring-
le 5 ile %85 homoloji gosterir, difer 10 tanesi ise
plazminojendeki kringle 41le % 75-48 homoloji gos-
tenir, Apofa) dzerindeki bu kringle 4 benzeri vapilar
ise kringle 4 tip 1-10 olarak 1simiendirilir(3). Bun-
lardan kringle 4 tip 1 ve tip 3-10'dan birer kapya bu-
lunurken tip 2 degisik kisilerde 3 ile 40 arasinda de-
gigen sayida bulunur, Bu kringle 4 tip 2'lerin 3-40
kez tekrarlamasindan dolayr, molekil agirhiklan
280-830 kDa arasinda defigen Lpla) izoformlan
olusmaktadir. Bugiine dek yapilan tarama ¢a-
lismalarindu 35 ayn apota) izoformu bulundugu gen
diizeyinde(4) ve insan plazmasinda gosterilmistir(5),
Lp(a) iizerinde bir molekil apofa) bulunmasina rag-
men, apo(a) igin heterozigot olan kigilerde, iki ayn
apo(a) izoformu bulunduran Lpda) molekiiller do-
lagimda bulunabilmekiedir.

Bir kigide cksprese edilen apo(a) izoformu ile
dolagimdaki Lp(a) diizeyi arasinda ters oranul hir
iliski vardir(6). Az sayida kringle 4 igeren kiigilk
melekil agirlikh apola) eksprese eden kisilerde do-
lagimdaki Lp(a) dizevi viiksek, daha lazla sayuda
kringle 4 tekrani igeren yiiksck molekiil agirhkl
apo(a) cksprese eden kigilerde dolagimdaki Tpia)
diizeyi diigiik olmaktadir.

Lp(a) OLCUMUNDE KULLANTLMIS OLAN
YONTEMLER

Lpta)'min ilk tammlanmasi agaroz jelde jel dif-
fizyonu ile yapilmisur(7). Lpa)min insan plaz-
masinda 8lgililmesi igin isc sirasi ile radyal im
miinodillizyon (RID), elektroimmiinoassay ve rud-
yoimmiinoassay (RIA) ytntemler geligtirilmistir(s-
11}, Daha sonra ise ELISA, immiinonefelometrik ve
immitinoturbidimetrik yontemler tanmlanmigtir(12-
14). Diger apalipoproteinlerde oldugu gibi her yin-
lemin  kendi avantajlan ve dezavamialar  bu-
lunmaktadir ve highir yéntem tek bagina ideal de-
gildir. Dolayist ile en uygun yontemin secimi, siz
konusu yontemin duyarhbif, dogrulugu ve ke-
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sinlifring, o laboratuvann giinlik is yuki, meveut ci-
hazlan, o test igin gereken geri doniisiim siiresi ve
kriterlere  giire  de-

malivet  analizi  gibi

gigebilmekiedir,

RID, Lpla) élglimil igin ilk geligtirilen yin-
temlerin birisidir. Bu yontem, drmeklerin sulandirma
gercktirmemesi, hem poliklonal hem de monoklonal
antikorlar kullamlabilmesi nedeni ile uygulamas
nispeten kolay bir yonemdir. Ancak, biyiik sayidaki
toplum taramalar igin  elverigh olmamasi, du-
yarhhfimn diisiik olmasi, sonug alma siiresinin
uzunlufu, olomatize edilememesi ve Lp{a)daki boyut
defricikliklerinden
euvantajlar arasindadir,

etkilenmesi  ytntemin  de-

RIA, duyarhlifr yiiksek olan, olomalize edi-
lebilen ve hem monoklonal hem de poliklonal an-
kullamilabilen  bir
zavantajlan ise, dzel eihazlar ve deneyimli personel

tikorlarla yontemdir.  De-
gerektirmesi, yeterli kesinlige ulagmak igin ikih dgli
gabisilma gereklilifn, raf 6mrld kisa olan ve insan
saghfn ve gevre igin tchlikeli olan radyoizotop kul-

lamirmdir,

Imminometrik  ve imminoturbidimetrik  yiin-
temler klinik laboratuvar igin genelde en uygun ola-
nidir: tamamen otomatize edilehilirler, yiiksek ve-
rimlilige, yiksek kesinlifie sahiptirler, radyoizotop
kullanimi gerekmez ve uypulama kolaylifina sa-
hiptirler. Lp{a) boyut degisikliklerinin (kigik ve
biiviik boyutlu Lp(a) molekiillerinin) farkh gk sa-
githmina  (nefelometride) ve  absorbansa  (tur-
bidimetride) yol agahilecefi gibi potansiyel bir risk
varsa da, trbidimetrik yontem ile ELISA arasinda
yilksek oranda korrelasyon bulunmug ve “particle-
cnhanced technologynin gelistirilmesi ile apo(a)
boyut degisikliklerinin Lp(a) dlgtimlerine etki ctmesi
en aza indirilmigtir(15,16). Kullamlan kalibratirde
biitin majér apofa) izoformlannm bulunmas: da
problemin boyutunu kiighlebilir,

ELISA yintemler: radyoizotop kullamimi harig
RIA ile aym avantaj ve dezavantajlara sahiptir. Lp(a)
dlciimiinde en yaygin kullamlan yiéntem ELISA'dur.

Kullamilan ELISA yontemlerinin ¢ou yangmal
baglanma yontemlenn yerine yangmasiz ki ba-
samakh ‘sandwich' formatm kullanmakiadie. Bu
yaklagim ile saflasunlmis Lp{a)mn mikrotitre
plaklara baflanma asamast oradan  kaldimlarak
azalmis epitop taninmasindan ortaya gikabilecek ar-
tefakilar dnlenmektedir(15).

Biitiun bu fakiwrler géz Snline alimarak segilecek
yiintemlenn dizaym optimize edilse ve o la-
boratuvarin galisma kosullan igin en uygun yiniem
segilse bile, segilen yontemin apo{a)da gorillen ileri
derecedeki boyul heterojenitesi, apo{a)mn plaz-
mincjene olan yvapisal homolojisi ve apn B- 100 ile
kompleks yapiyor olmasi gitn sorunlan agmas: pe-
rekir. Bu sorunlan asilabilmesi igin kullamilan an-
likorun dzgiilliigd, vontemin nasil kalibre edildifi ve
sonuglarin hangi hirimle ifade edilecegi de sian-
dardize edilerek elde edilen Lp(a) degerlerinin dog-
rulufu ve karsilagtinlabilielifi saglanmahidir,

KULLANILAN  ANTIKORLARIN  OZ-

Lptaynin yapisinda apo B de bulundugundan,
dolagimdaki LDL'nin Sl¢m swasinda ctkilesime
neden olmamasi igin kullanilan antikorlann apoB'ye
baglanmamas: ve apo{a)'yi tamyan antikorlunn ise
plazminajen ile ¢apraz reaksiyon vermemesi gerekar,
Lp(a) dlgliminde ilk kullamlan antikerlar poliklonal
antikorlardh. Ancak bunlar yeteri kacar karaktenze
edilmemisti, Ozgullik sorunu, plazminojen ile gap-
raz reaksiyon vermeyen, apofal'ya Gzpi monoklonal
antikorlann segilip dretilebilmesi ile coziilebildi. ln-
miincassayler gelistirilirken monoklonal antikerlann
kullanitmasi cazip bir gozim ise de, bu antikorlann
veteri kadar ivi scgilip karakierize edilememesi
olusturulan assaylerde teknik anefakilara vol aga
bilir. Apo(a) Geerindeki tekrarlayan bélgelerdeki an-
tjenik  yamlara  yonelik  antikorlarin - im-
miinoreaktivitesi apo(a) boyutunun bir fonksivonu
olarak degigebilir. Kringle 4 tip 2 urerinde eksprese
edilen bir epitopun sayisi kringle 4 ekran savis ile
degigebileceginden,  immiinoreaktivitede bir  de-
gisikligin olmamasi igin ek kopya olarak bulunan
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kringle 5 veya proteaz bolgesindeki epitoplardan bi-
risine yiinelik veya kringle 4 tip | veya tip 3-10/'dan
birisinde bulunan epitoplara yonelik antikorlar se-
gilmelidir, Albers ve ark., kringle 4 tip 2 Gizerindeki
epitoplara yonelik bir monoklonal veya poliklonal
antikor kullamibirsa, kalibrattrdeki apo(a)dan daha
kiigiik boyutlu apo(a) izoformlarin iceren &rneklerin
oldugundan diisiik, daha bilyiik izoformlar igeren or-
neklerin oldugundan yiiksek ¢ikngim gdstermigtir
(17).

Apo A-1 ve apoB élgimiinde kullamlacak olan
antikorlarin segimi ve karakterize edilmesi igin be-
lirlenen IFCC Gnerileri apo(a) antikorlan igin de ge-
gerlidir{ IR). Antikorlar epitop Szglligi, Lp(a)ya
olan affinitesi, lipoproteinlendeki modifikasyonlara
(karbohidrar miktanindaki degisiklikler, oksidasyon)
duyarliliin agisindan iyi karakterize edilmeli, segilen
antikorun  Lp(a)mm  bitin  jzoformlanng  bag-
lanabildifi gosterilmelidir. Poliklonal antikorlann
daha fazla kullamildi@r wrbidimerrik ve nefelometrik
yintemlerde de, immiinoreaktivitenin apo{a)min ho-
yuluna bagh olarak defismedifi giisterilmeli ve fire-
tim partilert arasmda Gzgillik ve rcaktivite fark: en

uza indinitmelidir,

Lp(a)mn ELISA ile igiilmesinde genellikle Lp
() veya apo(a)ya yinelik antikorlar baglamak icin,
apoB, Lp(a) veya apo(a)ya vonelik antikorlar ise
dlgim igin Kullamlirlar, Alhers ve ark.'min degisik
formatlarda diizenlenmis ELISA assayvlerini kar-
gilagurdiklart galigmada Slgiim igin apoB'yi kul-
lanan yéntemlerin kalibratordeki izoformlarin mo-
lekiil agichigina duyarh oldugu, dlgiim igin apota)'yi
kullananlarin kalibratérden bagimsiz olarak benzer
sonuglar verdifn ve farkli kékene sahip antikorlar
Kullapan yontemlerin oriak kalibratde kullanilarak
standardize edilebildigi gosterilmistin(19),

IMMUNOASSAYLERIN KALIBRASYONU
VE KULLANILACAK BiRiM

Apofa)daki tekrarlamayan bolgelerden birisine
yonelik antikorlar secildifi zaman bile, genis hir
boyut ve kiitle velpazesi igindeki 35 farkl izoformu

dlgmek igin kullamlacak vintermin nasil kalibre edi-
lecegi sorunu vardir, Omeklerdeki Lp(a) icin elde
edilebilecek degerlerin farkliligina etki edebilen
dnemli Faktirlerden birisi de kalibratdrlerde kul-
lamimak lizere segilen apota)mn boyutudur. Aym
deney lormatinin, defigik boyutta apo(a) igeren ka-
libratdrler ile kalibre edildigi zaman bile tirneklerde
farkl Lp{a} degerleri elde edilmesine neden oldugu,
ve konsantrasyonu molar olarak  belirtilen  ka-
libratérlerin kullamilmas: ile bu sorunun asilabildig
Marcovina ve ark. tarafindan bildirilmistic(17). Lp
(a} Glglimlerinde yaygin kullanilan yéntemierden bi-
risi sonuglarin total kiitle olarak verilmesidir. Lipid
ve karbohidrat igeriginde sikhkla olabilecek de-
Zigiklikler gtiz Sniine alindifinda total kitle he-
sabinin etkilenmemesi igin Lp{a) pmlcn;i olarak bi-
rimlendirilmesi de Snerilmistir. Protein, lipid veva
total kitle olarak birimlendirmenin dezavantaji, kit-
lenin izoformlar aras) heterojeniteden etkilenmesidir,
Lp(a) molekiilleri arasindaki bu genis boyut ve kiitle
farklilhigi goz onine alindifinda en az hataya neden
olacak Wrimlendirme ise kandaki Lp(a) partikiilii sa-
yisim (mimolf1.) bildirmektir,

Dogrulugun safilanabilmesi i¢in anahlar aga-
malardan  birisi referans  materyallerinin - olus-
turulmasi ve degisik imminoassaylerde kullanilacak
kalibratGrlerin - degerlerimin - belitlenmesinde  kul-
lamlacak bir primer standartn olusturulmasidir,
Primer standartin mutlak kiitlesi bagumsiz kimyasal
yontemler ile belirlenerck kalibrasyon sisteminin te-
meli olugturulmahidir. Ancak, Lp(a)min yapisindaki
apo(a} polimorfizminden ve glkozilasyon de-
recesinden kaynaklanan boyut heterojenitesi, primer
standarttaki Lp(a)nim kiitlesinin dogru saptanmasim
zorlagtinr. Aynica, bunun yapilmasi Lp(a)mn bi-
reyler arasindaki boyut ve igerik furklilii sorununu
ortadan kaldwrmaz, Lp{a) dlgimiinde kullamlan im-
miinokimyasal metodlar, apo{a)ya kargi monoklonal
antikorlar kullansa da, ve sonuglanm total protein
kiitlesi veya total protein olarak belintse de, degigik
apola) 1zoformlan arasindaki kiitle farkim veya
apo(u)apoB  kiitle oramimi goz oniine  almalidir,
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Bunun igin, referans materyali ve deney kalibrattril
igerik olarak drneklerle aym bilegimde olmalidir.
Yapilan ¢ahigmalar, prensipleri ve kullandiklan an-
likorlar farkl olan vintemlerle elde edilen Lp(a)
sonuglan arasindaki farkhihklann ortak bir kalibratée
kullammi ile ortadan kaldinlabilecei veya azal-
tlabilecegini gistermigtir(17). Bu prensiplerin he-
lirlenmesinden sonra klinik laboratuvarlarda Lp{a)
Blgtimlerinin standardizasyonu igin divagnostik assay
ireticilerinin - kullanabilecegi Lp(a) referans ma-
teryallerinin  olugturulmas: i¢in de galisma bag-
latlmusuir{ 20}.

Sonug olarak, gerek klinik laborawvarlarda ge-
rekse bilimsel aragtirmalarda diretilen Lp(a) so-
nuglanimim dofre olmasi ve farkl laboramvarlarda
clde edilen hasta ve arastirma sonuglarimn kar-
silagtindabilir olmast icin yontemler kullandiklar
antikorlann Gzgiillukleri ve imminokimyasal tecl-
likleri, yontemin Lpla) boyut heterojenitesinden et-
gekilde  kalibrasyonu  ve  hi-
rimlendirilmesi agisindan optimize edilmelidir. Lp
(a)mn bu Szelliklerinden dolayr, Greticiler de ge-
listirdikleri kullanilan  mo-
noklonal antikorlarin immunokimyasal 6zelliklerini
agtkea belirtmelidirler,
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